Betriebsanweisung fur gentechnische Arbeiten
gem. § 12 Abs. 2 GenTSV

Sicherheitsstufe 1

Geltungsbereich: Technische Universitat Braunschweig, Institut fir Organische Chemie,
Gebaude 4304, Raume 201, 309, 310 und 330. Die Raume sind als gentechnischer
Arbeitsbereich der Sicherheitsstufe 1 gekennzeichnet.

Projektleiter: Prof. Dr. Stefan Schulz (Telefon: 7353)
BBS: Prof. Dr. Martin Broring (Telefon: 5302)

Technische Warte: Stérungsannahme Betriebstechnik (Telefon: 11)
Feuerwehr / Notfall: 0 — 112

Unfallarzte: Dr. F. Thalacker, Dr. J. Peukert, Dr. R. Sieben (Humboldtstr. 24, Telefon: 0 —
340020)

Stadtisches Klinikum: Holwedestralie 16 (Telefon: 0 — 5950)

Bezeichnung der verwendeten Mikroorganismen

Von den verwendeten Mikroorganismen geht nach Stand der Wissenschaft keine
Gefahrdung fur Mensch und Umwelt aus.

Bradyrhizobium  japonicum: B. japonicum gehort zur Familie der Rhizobien
(Knélichenbakterien) und zur Klasse der Alphaproteobakterien. Die Art ist Gram-negativ,
peritrich begeilelt, aerob und chemoorganotroph auf der Basis einer Sauerstoffatmung. B.
japonicum ist ein Bodenbakterium, das als Symbiont in Wurzelkndllichen der Sojabohne
(Leguminosae) lebt. Die Bakterien besitzen in der Symbiose mit Pflanzen die Fahigkeit,
molekularen Stickstoff (N.) zu Ammoniumsalzen (NH.") zu reduzieren. B. japonicum ist nach
dem Stand der Wissenschaft weder fir Menschen noch fur Tiere oder Pflanzen pathogen.

Escherichia coli: E. coli gehdrt zur Familie der Enterobacteriaceae (Darmbakterien) und
zur Klasse der Gammaproteobakterien. Die Art ist Gram-negativ, stabchenférmig, peritrich
begeillelt und fakultativ anaerob. E. coli ist ein saurebildendes (Lactose-positives) Bakterium,
kommt im menschlichen und tierischen Darm vor und gehort zu den am besten untersuchten
Organismen.

Streptomyces spp.: Streptomyceten sind Gram-positive, aerobe, Mycel-bildende, nicht-
pathogene Bodenbakterien mit einem hohen GC-Gehalt, die durch einen umfangreichen
Sekundarstoffwechsel gekennzeichnet sind. Viele Arten produzieren die stark erdig bzw.
muffig riechenden fliichtigen Terpene Geosmin und 2-Methylisoborneol. Die folgenden Arten
werden bearbeitet: Streptomyces albus, Streptomyces coelicolor, Streptomyces avermitilis,
Streptomyces ghanaensis, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces sviceus,
Streptomyces peucetius, Streptomyces clavuligerus, Streptomyces pristinaespiralis,
Streptomyces ambofaciens, Streptomyces flavogriseus, Streptomyces griseoflavus und



Streptomyces griseus. Von samtlichen Arten geht nach dem Stand der Wissenschaft keine
Gefahr fir Mensch oder Umwelt aus.

Salinispora spp.; Sie sind Gram-positive, aerobe, Mycel-bildende, nicht-pathogene marine
Bakterien mit einem hohen GC-Gehalt, die durch einen umfangreichen
Sekundarstoffwechsel gekennzeichnet sind. Viele Arten produzieren die stark erdig bzw.
muffig riechenden flichtigen Terpene Geosmin und 2-Methylisoborneol. Die folgenden Arten
werden bearbeitet: Salinispora tropica, Salinispora pacifica, Salinispora aerenicola

Bakterien der Roseobacter-Gruppe: Bakterien der Roseobacter-Gruppe sind Gram-
negative, aerobe, nichtpathogene Meeresbakterien der Alphaproteobacteria. Sie besitzen
einen hohen GC-Gehalt und ein Wachstumsoptimum bei 25 - 30°C. Typische
Stoffwechselwege sind der Phenylacetatabbau und der Schwefelmetabolismus,
insbesondere der Abbau des Algenmetaboliten Dimethylsulfoniopropionat. Die folgenden
Arten  werden bearbeitet:  Pharobacter gallaeciensis, Oceanibulbus indolifex,
Dinoroseobacter shibae, Ruegeria pomeroyi, Roseobacter litoralis und Hoeflea
phototrophica. Von samtlichen Arten geht nach dem Stand der Wissenschaft keine Gefahr
fur Mensch oder Umwelt aus.

SchutzmafRnahmen und Verhaltensregeln

Im S1-Bereich durfen nur Personen arbeiten, die vom Projektleiter vor Arbeitsaufnahme
und danach mindestens einmal jahrlich an Hand dieser Betriebsanweisung unterwiesen
worden sind und diese Einweisung per Unterschrift bestatigt haben. Schwangerschaften sind
dem Projektleiter aufgrund der Arbeiten mit potentiell mutagenen und kanzerogenen Stoffen
wie Acrylamid, Phenol und Ethidiumbromid unverziglich mitzuteilen.

Samtliche Arbeiten mit gentechnisch veranderten Organismen (GVO) durfen
ausschlief3lich im S1-Labor (Radume 201, 309, 310 und 330) durchgefihrt werden. GVOs
dirfen im Raum 309 im Tiefkihlschrank (-80°C) aufbewahrt werden.

Tdren und Fenster mussen wahrend der Arbeiten geschlossen gehalten werden. Vor
Beginn der Arbeit mussen samtliche Laborturen im Aufenthaltsbereich entriegelt werden. Die
Fluchtwege sind frei zu halten. Nicht nur fir das Gelingen eines Experimentes, sondern auch
fur die Arbeitssicherheit sind optimale Sicht und Gehdr wichtig. Daher muss auch tagsuber in
den Laboratorien das Licht eingeschaltet werden. Das Tragen verdunkelter Brillen und das
Musikhéren Uber Kopfhorer sind im S1-Bereich untersagt. Die Laborraume missen
aufgerdumt und sauber gehalten werden. Auf den Arbeitstischen durfen nur die tatsachlich
bendtigten Gerate und Materialien stehen.

Im S1-Bereich sind Schutzkittel zu tragen. Diese missen geschlossen getragen werden,
mindestens knielang sein und die Arme ganz bedecken. Die Stralenkleidung darf nicht im
S1-Bereich abgelegt werden, sondern ist in einem Spind auBerhalb des S1-Bereiches zu
verwahren oder kann an einem Kleiderhaken vor den S1-Labors aufgehangt werden. Die
Schutzkittel sind getrennt von der Stralenkleidung aufzubewahren. Beim unmittelbaren
Umgang mit Mikroorganismen sind Schutzhandschuhe zu tragen. Essen, Trinken, Rauchen,
Schnupfen und Schminken sowie die Aufbewahrung von Nahrungs- und GenuRmitteln und
Kosmetika in der gentechnischen Anlage sind verboten.

Mundpipettieren ist untersagt. Spritzen und scharfkantige Gegenstande sollen nur wenn
unbedingt nétig benutzt werden. Nach Gebrauch sind sie in einem daflir vorgesehenen
stichfesten Behalter zu sammeln und darin zu entsorgen. Bei allen Arbeiten ist darauf zu
achten, dass Aerosolbildung soweit mdglich vermieden wird.

Die Identitat der benutzten Organismen ist regelmafRig z. B. mit dem Mikroskop in Raum
330 zu Uberprifen. Nach Beendigung der Arbeiten sind die Organismen sachgerecht
aufzubewahren oder in geeigneter Weise zu beseitigen. Die Lagerung von gentechnisch



veranderten Organismen erfolgt im Tiefkihlschrank (—80°C) in Raum 309 in beschrifteten
Behaltern. Die Lagerung ist im Rahmen der Aufzeichnungen nach der Gentechnik-
Aufzeichnungsverordnung (GenTAufzV) zu dokumentieren. Aus der Beschriftung der
Kulturen mussen eindeutig der Organismus, enthaltene Vektoren und der Experimentator
hervorgehen. Anderweitig gelagerte oder unvollstandig beschriftete Behalter werden ohne
weitere Ruckfragen durch den Projektleiter vernichtet. Dem Beauftragten fir Biologische
Sicherheit wird dartber schriftlich Mitteilung gemacht.

Werden organismenhaltige Flussigkeiten auf Labortischen oder auf dem FuRRboden
verschittet, missen die Flissigkeiten mit FlieRpapier aufgesaugt, dieses autoklaviert und
die Oberflachen sofort mit 70% Ethanol desinfiziert werden. Dabei sind Schutzhandschuhe
zu tragen. Beim Gebrauch von alkoholischen Desinfektionsmitteln sind folgende Vorgaben
einzuhalten:

1. Die zu reinigende Flache darf hochstens 2 m? betragen.

2. Pro m? dirfen nicht mehr als 50 mL Desinfektionsmittel verwendet werden.

3. Es durfen keine Zindquellen (wie z. B. offene Brennerflamme) in der Nahe sein.
4. Die Flache darf nicht warmer als 37°C sein.

Zentrifugenbecher flr Festwinkelrotoren dirfen nur bis zu einer HOhe mit
Bakterienkulturen gefiillt werden, die ein Uberlaufen wahrend der Zentrifugation nicht erlaubt.
Sollte es trotzdem zu einem Auslaufen kommen, muss die organismenhaltige Flissigkeit mit
FlieBpapier aufgesaugt werden, das anschlieRend autoklaviert werden muf3. Der Rotorraum
der Zentrifuge und der Rotor mussen mit 70% Ethanol desinfiziert werden. Dabei sind
Schutzhandschuhe zu tragen.

Samtliche Arbeiten mit Ethidiumbromid sind im speziell gekennzeichneten Abzug in Labor
201 durchzufihren. In diesem Abzug durfen keine sonstigen nicht im Zusammenhang mit
Gelelektrophoresen stehenden Arbeiten durchgefihrt werden oder Gegenstéande
bereitgestellt oder gelagert werden.

Nach Beendigung der Tatigkeit und vor Verlassen des Arbeitsbereiches missen die Hande
ggf. desinfiziert, sorgfaltig gewaschen und riickgefettet (Hautschutzplan) werden.

Aufzeichnungen

Vor Beginn gentechnischer Arbeiten veranlasst der Projektleiter die Erstellung der Aufzeich-
nungen gemal GenTAufzV auf Grundlage des Formblattes Z und bestétigt die Richtigkeit
der Aufzeichnungen durch seine Unterschrift. Die erteilte Zustimmung ist diesen
Aufzeichnungen beizufliigen. Die Aufzeichnungen sind gem. § 3 Abs. 7 GenTAufzV
fortlaufend und zeitnah zu fihren.

Die Verwendung neuer Spender, Empfanger und Vektoren begrindet in der Regel eine
weitere gentechnische Arbeit, Uber die ebenfalls Aufzeichnungen zu flhren sind. Infor-
mationen Uber die verwendeten Spender, Vektoren und Empfanger sind diesen
Aufzeichnungen beizufugen.

Aufzeichnungen missen bis zum Abschluss der Arbeiten und anschlieRend noch 10
Jahre aufbewahrt werden. Die Aufbewahrung der Aufzeichnungen erfolgt im Sekretariat des
Projektleiters (Raum 322).

Transport, Entsorgung und Desinfektion



S1-Organismen durfen aullerhalb der gentechnischen Anlage nur in bruchsicheren,
geschlossenen und gekennzeichneten Behaltnissen transportiert werden. Dies gilt auch fur
GVO-haltige Abfalle.

Alle mit gentechnisch veranderten Organismen kontaminierten Abfalle, bei denen nicht
gewabhrleistet ist, dass keine schadliche Auswirkung auf Rechtsgiter nach § 1 Nr. 1 GenTG
zu erwarten sind, missen fur 20 Minuten bei 121° C autoklaviert werden. Ein Autoklav
befindet sich in Raum 330. Danach kénnen sie mit den normalen Laborabféllen entsorgt
werden.

Kontaminiertes Einwegmaterial (z. B. Pipettenspitzen) wird in den daflr vorgesehenen
Autoklavierbehaltern gesammelt und anschlieRend autoklaviert. Bakterienhaltige Pellets, die
bei Zentrifugationen anfallen, werden mit etwas Flissigkeit suspendiert, in ein Glasgefal
Uberflhrt und anschlielend autoklaviert. Kontaminierter Flissigabfall wird in Glasgefalten
gesammelt und autoklaviert.

Samtliche Gerate, die mit gentechnisch veranderten Organismen in Berihrung
gekommen sind, sind anschlielend zu autoklaviern oder chemisch mit 70% Ethanol zu
desinfizieren. Bei der Desinfektion von Glaspipetten mit 70% Ethanol fir 10 min ist darauf zu
achten, dass die Pipetten vollstandig von der Desinfektionsldsung bedeckt sind.

Die Bedienungsanleitung fir den Autoklaven ist bei der Benutzung zu befolgen. Die Funk-
tionsweise des Autoklaven muss vor Inbetriebnahme durch den Projektleiter erklart worden
sein. Beim Betrieb des Autoklaven sind die Vorschriften der Betriebssicherheitsverordnung
zu beachten.

Verhalten im Gefahrfall

Erste-Hilfe-Kasten befinden sich in Raum 330.

Notruf: 0-112 (von jedem Telefon)

Verhalten bei Verletzungen

Im Verletzungsfall sollen kontaminierte Hautstellen mit der in den Spendern befindlichen
Desinfektionslésung desinfiziert werden, die in sdmtlichen Raumen des S1-Bereiches zur
Verfligung stehen.

Augen und Schleimhaute sollen ausgiebig (mindestens 5 Minuten) mit viel flieRendem
Wasser gespult werden. Augenduschen befinden sich neben den Waschbecken in allen
Raumen des S1-Arbeitsbereiches. Vor Aufnahme der Arbeiten ist vom Projektleiter eine
Einweisung in die Funktion der Augenduschen zu erteilen. Die Funktionsfahigkeit der
Augenduschen ist einmal monatlich durch eine vom Projektleiter bestimmte Person zu
Uberprifen und durch Unterschrift auf einem Kontrollblatt zu protokollieren. Dabei miissen
die Augenduschen durch mindestens einminutigen Betrieb ausgiebig gespult werden.

Treten trotz dieser SofortmaRnahmen weitere gesundheitliche Beschwerden auf, so ist
umgehend ein Unfallarzt oder das stadtische Klinikum aufzusuchen. Konsultierte Arzte sind
Uber die Méglichkeit einer Infektion mit biologischem Material zu unterrichten.

Verhalten bei Feuer



Kann ein Feuer nicht selbst durch die vorhandenen Feuerléschmittel bekampft werden, mul}
unverziglich die Feuerwehr benachrichtigt werden. Oberstes Gebot ist in jedem Fall die
eigene Sicherheit und die Sicherheit anderer anwesender Personen.

Als Hauptfluchtweg ist eines der direkt benachbarten Treppenhauser zu benutzen. Der
Fahrstuhl darf im Brandfall nicht verwendet werden.

Feuerloscher befinden sich in allen Raumen des S1-Arbeitsbereiches sowie in den Fluren
vor den entsprechenden Laboratorien.

Falls Kleidung Feuer gefangen hat ist eine Loschdecke oder eine Personendusche zu
benutzen. Ldschdecken und Kérperduschen befinden sich in allen Raumen des S1-
Arbeitsbereiches. Die Funktionsfahigkeit der Kérperduschen ist einmal monatlich durch eine
vom Projektleiter bestimmte Person zu Uberprifen und durch Unterschrift auf einem
Kontrollblatt zu protokollieren.

Durch Betatigen eines Notschalters kann sowohl das Gas als auch der Strom in den
Labors abgestellt werden. Derartige Notschalter befinden sich an allen Ausgangen der
Labors des S1-Arbeitsbereiches sowie auf den Fluren.

Nach leichten Verbrennungen und Verbrihungen sind die betroffenen Hautpartien
unverzuglich mindestens 10 Minuten unter flieRendes kaltes Wasser oder in Eis zu halten.

Der Projektleiter, 1.7.2015
(Prof. Dr. Stefan Schulz)
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